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Resumo 
 

Desde o nascimento da ovelha Dolly, grupos de pesquisas têm empregado a técnica de transferência 
nuclear (TN) ou clonagem para a produção de embriões e crias em diferentes espécies de ruminantes. Em geral, 
a transferência nuclear consiste em transferir núcleos de células doadoras para o interior de oócitos enucleados, 
resultando na produção de indivíduos geneticamente idênticos ao animal doador de núcleo. Contudo, a eficiência 
da técnica ainda é baixa devido a inúmeros fatores. Assim, o objetivo deste trabalho é realizar uma revisão sobre 
a transferência nuclear em suas várias etapas, destacando os principais fatores que interferem no seu sucesso e 
discutir as perspectivas atuais provenientes do surgimento de metodologias e adaptações aos protocolos 
experimentais.  
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Abstract 
 

Since the birth of Dolly, research groups have employed the nuclear transfer (NT) or cloning to embryo 
and offspring production in many ruminant species. In general, this technique consists on nuclear transfer of 
donor cells into enucleated oocytes, resulting on the production of genetic identical individual to the nucleus 
donor animal. However, there are many factors that reduce the efficiency of this technique. Thus, the objective of 
this manuscript is to describe several steps of the technique with emphasis to the main factors that interfere on 
its success and to discuss current perspectives considering some new approaches in the methodology and 
experimental protocols.  
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Introdução 
 

Durante várias décadas, diferentes grupos de pesquisa, buscando conhecer os aspectos fisiológicos e 
embrionários envolvidos na reprodução, bem como obter descendentes de animais geneticamente valiosos, 
estudaram a utilização de um conjunto de biotécnicas como ferramentas para a realização de tais objetivos. 
Seguindo esta temática, biotécnicas de última geração foram desenvolvidas, em especial, a transferência nuclear 
(TN) ou clonagem. O princípio da técnica reúne-se em duas etapas: a primeira consiste na utilização de oócitos 
como citoplasma receptor após o processo de enucleação, enquanto a segunda consiste em reconstruir o embrião 
e transferi-lo para uma receptora sincronizada.  

A transferência nuclear foi originalmente proposta por Spermann (1938), sendo utilizada como 
ferramenta para conhecer o papel do material genético na diferenciação celular em anfíbios. Posteriormente, 
Briggs e King (1952) realizaram a primeira transferência nuclear em anfíbios e, subsequentemente, Gurdon e 
Uehlinger (1966) demonstraram o potencial de reprogramação de células diferenciadas utilizando Xenopus 
adultos. Em mamíferos, o desenvolvimento da transferência nuclear ocorreu lentamente, sendo somente descrita 
a partir de 1975 em coelhos (Bromhall, 1975). Posteriormente, a técnica pode ser realizada em espécies de 
ruminantes, tais como ovinos (Willadsen, 1986) e bovinos (Prather et al., 1987), sendo esses animais clones 
produzidos a partir da utilização de blastômeros como fontes doadoras de núcleos. 

Partindo da necessidade de aperfeiçoar a técnica, estudos subsequentes permitiram verificar que células 
completamente diferenciadas poderiam ser usadas em programas de transferência nuclear. O ápice desta 
afirmativa aconteceu quando do nascimento da ovelha Dolly, o primeiro mamífero clonado por esta técnica 
(Wilmut et al., 1997). Posteriormente, o sucesso em outras espécies de ruminantes foi alcançado, já tendo sido 
observado em bovinos (Cibelli et al., 1998; Kato et al., 1998), caprinos (Baguisi et al., 1999), gaur (Lanza et al., 
2000), bubalinos (Shin et al., 2007) e cervos (Berg et al., 2007). Em camelídeos, esta biotécnica apresenta-se 
promissora, já tendo sido descrita em lhamas a produção de embriões oriundos de transferência nuclear 
utilizando fibroblastos adultos como doadores de núcleo (Sansinena et al., 2003).  

Dentre as várias aplicações da técnica, podem ser citadas aquelas que visam conhecer a interação 
núcleo-citoplasma na reprogramação nuclear. Além disso, a transferência nuclear atende a programas de 
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melhoramento genético, pela multiplicação de animais com características genéticas desejáveis. A técnica 
também se apresenta como uma ferramenta para uso com técnicas de transgênese a partir da utilização de 
linhagens celulares que receberam genes específicos (Behboodi et al., 2002), tornando-se uma alternativa viável 
para a produção de animais transgênicos quando comparada aos métodos convencionais (ex.: microinjeção pró-
nuclear (Freitas et al., 2007a). Dessa forma, a transferência nuclear pode servir para a produção de animais 
transgênicos portadores de proteínas recombinantes que auxiliariam em novas alternativas de tratamento em 
humanos (Freitas, 2006; Freitas et al., 2007b). Outra aplicação da transferência nuclear é seu uso na conservação 
e na regeneração dos recursos genéticos.  

Apesar de vários estudos sobre o assunto, a transferência nuclear ainda apresenta baixa eficiência, além 
de complicações observadas nos produtos obtidos. Desta maneira, esta revisão apresenta como propósito 
conceituar a transferência nuclear em suas várias etapas, destacando os principais fatores que interferem no seu 
sucesso, buscando compreender os diferentes eventos envolvidos e evidenciando recentes avanços obtidos em 
ruminantes.  
 

Técnica de transferência nuclear 
 
A produção de ruminantes pela técnica de transferência nuclear envolve múltiplas etapas cada uma 

podendo influenciar diretamente no resultado final. De forma sucinta são as seguintes as principais etapas do 
processo: seleção e preparo de citoplastos receptores adequados, seleção e cultivo de células doadoras de núcleo, 
reconstrução embrionária compreendendo as etapas de fusão e ativação celular, cultivo dos embriões 
reconstruídos e transferência dos mesmos (Fig. 1).  

 

 
Figura 1. Apresentação esquemática dos diferentes eventos da transferência nuclear em ruminantes.  
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Seleção e preparo de citoplastos receptores 
 

A fonte e a qualidade do citoplasma receptor (citoplasto) representam fatores importantes para o 
sucesso da técnica de transferência nuclear. Neste sentido, vários estudos já foram desenvolvidos buscando 
avaliar o estádio nuclear adequado deste citoplasto receptor em programas de transferência nuclear (Tab. 1). 
Contudo, diferentes estudos têm demonstrado que oócitos em metáfase II (MII) são mais adequados para 
suportar a reprogramação nuclear quando comparados aos demais estádios de desenvolvimentos já empregados 
(Zou et al., 2001; Lee et al., 2007). Por esta razão, a maioria das pesquisas relata o uso de oócitos em MII 
maturados in vivo (Ohkoshi et al., 2003) ou in vitro (Zhou et al., 2007) como o citoplasto de escolha.  

 
Tabela 1. Momento da enucleação de citoplastos receptores para reconstrução embrionária em diferentes 
espécies de ruminantes. 

Estádio nuclear Espécie Referência 
Anáfase-telófase I Ovinos Campbell et al. (1996); Wilmut et al. (1997) 
Metáfase II Bovinos Kato et al. (2000); Do et al. (2001) 
Metáfase II Camelídeos Sansinena et al. (2003)  
Telófase II Bovinos Bordignon e Smith (1998) 
Telófase II Caprinos Baguisi et al. (1999)  
Embrião pró-nuclear Bovinos Prather e First (1990) 
Embrião duas células Ovinos Wells et al. (1997) 

Fonte: Adaptado de Campbell et al., 2005. 
 
O uso de oócitos maturados in vitro apresenta uma série de vantagens quando comparados àqueles 

maturados in vivo. Tem sido demonstrada uma variedade de fatores que interferem negativamente sobre a 
qualidade de oócitos maturados in vivo, dentre os quais podem ser citados a idade da doadora e o protocolo de 
superestimulação ovariana (Campbell et al., 2007). Já os oócitos maturados in vitro têm sido muito utilizados, 
primeiro, porque geralmente se utilizam ovários oriundos de abatedouros, o que resulta em baixo custo e em 
significativa quantidade de oócitos e, segundo, porque possibilita um maior controle dos estádios da maturação. 
Adicionalmente, oócitos para maturação in vitro ainda podem ser obtidos in vivo por meio da punção folicular de 
ovários superestimulados (Bordignon et al., 1997; Keefer et al., 2002). Assim, diferentes estudos têm 
demonstrado a eficiência destes oócitos na produção de blastocistos clones em diferentes espécies, como: 
caprinos (Baguisi et al., 1999; Zhang et al., 2004), bovinos (Lee et al., 2007), ovinos (Campbell et al., 1996), 
bubalinos (Meena e Das, 2006) e camelídeos (Sansinena et al., 2003). Em algumas espécies cuja disponibilidade 
de oócitos é pequena, a possibilidade de utilizar oócitos de outras espécies como citoplastos receptores tem sido 
o método proposto. Os resultados obtidos usando esta técnica sugerem que os citoplasmas obtidos de uma 
espécie podem adquirir a competência necessária para atuarem como receptores de núcleos obtidos em uma 
espécie diferente (Sansinena et al., 2002; Wang et al., 2007).  

As condições para a maturação são similares àquelas para a produção in vitro (PIV) de embriões, ou 
seja, meio TCM 199 suplementado com hormônios e antibióticos, mantidos em temperatura de 38,5–39,0°C 
durante 16–24 h em atmosfera com umidade saturada contendo 5% de CO2 em ar. Embora meios de maturação 
sejam suplementados com outros fatores como estradiol, IGF-I e cisteamina, nenhuma diferença na produção de 
animais saudáveis tem sido verificada (Keefer et al., 2001; Arat et al., 2002; Keefer et al., 2002). Keefer et al. 
(2001) observaram que oócitos caprinos maturados em TCM199 suplementado com soro de cabra em estro 
apresentaram uma taxa de maturação superior quando comparados a oócitos maturados em TCM199 acrescido 
de soro fetal bovino (SFB; 86% vs 69%, respectivamente). 

Para utilizar oócitos como citoplastos receptores na técnica de transferência nuclear, o material nuclear 
deve ser removido, resultando apenas no seu conteúdo citoplasmático. Em geral, este objetivo é atingido por 
aspiração da placa metafásica de oócitos em MII juntamente com o corpúsculo polar, usando micropipetas 
acopladas a micromanipuladores (Li et al., 2004). Em muitas espécies, o conteúdo nuclear de oócitos em MII 
não é facilmente visível por microscopia óptica em virtude da presença de lipídeos citoplasmáticos. Por isso, 
antes do processo de enucleação, o oócito é marcado com Hoechst 33342, o qual apresenta uma fluorescência em 
azul quando exposto à luz ultravioleta (UV). Desta maneira, a remoção do material nuclear é confirmada pela 
ausência de fluorescência no oócito após a enucleação. Contudo, estudos têm demonstrado um efeito negativo da 
exposição do oócito à luz UV (Velilla et al., 2002), consequentemente, tem sido recomendado não expor o 
citoplasma a esta radiação, mas sim apenas a porção removida presente na pipeta de aspiração (Chesné, 2006).  

Uma alternativa para a enucleação de oócitos em MII, a fim de se obter maior eficiência, é a remoção 
do material nuclear de oócitos ativados em telófase II. A aspiração mecânica de um pequeno volume de 
citoplasma adjacente à extrusão do segundo corpúsculo polar após a ativação é um método efetivo, não sendo 
necessário à visualização do DNA pela exposição à luz UV, uma vez que a cromatina ainda permanece 
justaposta ao segundo corpúsculo polar, (Campbell et al., 2007).  

Além do método de enucleação por aspiração mecânica, existe ainda o método químico, o qual consiste 
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na remoção do material nuclear pelo uso de inibidores de topoisomerase (Hytter et al., 2001). Outra possibilidade 
é o uso da combinação etanol e demecolcina (Ibáñez et al., 2003). Contudo, citoplastos preparados quimicamente 
resultam em baixas taxas de clivagem e não produzem um bom desenvolvimento embrionário quando 
comparados aos métodos de enucleação convencionais (Campbell et al., 2005).  
 
Seleção e cultivo de células doadoras de núcleo 
 

A origem do núcleo doador utilizado para transferência nuclear pode ter efeitos importantes sobre a 
capacidade de desenvolvimento de embriões reconstruídos até o estádio de blastocisto, bem como sobre o 
desenvolvimento fetal pós-implantação. Com a obtenção do primeiro mamífero a partir de células embrionárias 
(Campbell et al., 1996), de linhagens fetais e adultas (Wilmut et al., 1997), numerosas pesquisas foram 
desenvolvidas evidenciando que células somáticas de diferentes tecidos e idades podem ser utilizadas com 
sucesso em programas de transferência nuclear (Tab. 2). Estudos indicam que diferentes células doadoras podem 
ser reprogramadas. Contudo, o modelo celular mais utilizado continua sendo o de fibroblastos obtidos de 
biópsias de feto ou de animais adultos, da pele ou do músculo (Chesné, 2006). 

 
Tabela 2. Produção de ruminantes pela técnica de transferência nuclear usando diferentes células somáticas. 

Espécie Idade do animal doador Tipo celular Referência 
Feto Fibroblasto Wilmut et al., 1997 Ovinos 
Adulto Epitélio mamário Wilmut et al., 1997 
Feto Fibroblasto Cibelli et al., 1998 Bovinos 
Adulto Epitélio ovidutário Kato et al., 1998 
Feto Fibroblasto Baguisi et al., 1999 Caprinos 
Adulto Fibroblasto Lan et al., 2006 

Fonte: Adaptado de Campbell et al., 2005. 
 
As células doadoras de núcleo podem ser usadas diretamente após a sua coleta do animal doador (Galli 

et al., 1999) ou após um período de cultivo (Kubota et al., 2000) antes ou depois da criopreservação. O cultivo 
prolongado das células doadoras pode alterar a ploidia, estabilidade genômica e provocar modificações nas 
histonas pós-translação, resultando numa redução da eficiência da técnica (Campbell et al., 2007). As 
modificações na estrutura da cromatina e alterações epigenéticas são consideradas como os principais fatores 
determinantes para o sucesso da transferência nuclear (Suteevun et al., 2006).  

Estudos realizados em ovinos, bovinos e caprinos demonstraram que células no estádio G0 do ciclo 
celular são competentes ao desenvolvimento de embriões reconstruídos por transferência nuclear (Wells et al., 
1997; Kato et al., 2000; Keefer et al., 2002; Tibary et al., 2005).  

Os carioplastos derivados de amostras celulares podem ser cultivados em meio Dulbecco suplementado 
com 10% de SFB em condições de 38,5 °C e 5% de CO2 (Keefer et al., 2002; Hayes et al., 2005). Após duas 
semanas, os fibroblastos podem ser tripsinizados e semeados em uma nova placa, resultando na passagem 1 (Hill 
et al., 2001). Após atingir a confluência, estes podem ser ressemeados em outras placas, sendo as células 
utilizadas para transferência nuclear após três ou quatro passagens. Estas células são mantidas em confluência ou 
cultivadas em meio suplementado com 0,5% de soro, a fim de aumentar a proporção de células em G0 e G1 
(Chesné, 2006). As células são preparadas por tripsinização 30 min antes da transferência nuclear, sendo as 
mesmas lavadas em meio SOF tamponado com HEPES (Lagutina et al., 2007).  

Linhagens celulares transfectadas com genes de interesse associada com a transferência nuclear tem se 
tornado um método viável para introdução de DNA exógeno no genoma de animais (Cibelli et al., 1998). 
Contudo, uma limitação potencial do uso de fibroblastos adultos transfectados como doadores de núcleo consiste 
no período de cultivo prolongado necessário para a programação, transfecção, seleção e expansão da linhagem 
celular. Cada uma destas etapas requer passagens repetidas, bem como períodos de cultivos longos que podem 
induzir perturbações nas células doadoras, resultando numa redução na eficiência da transferência nuclear  
(Forsberg et al., 2001). 

 
Reconstrução e cultivo do embrião 
 

Para a reconstrução do embrião após a transferência nuclear, o núcleo de célula doadora (carioplasto) é 
transferido para o interior de um citoplasma receptor (citoplasto). Cada célula doadora isolada individualmente 
com base no cultivo prévio é inserida no espaço perivitelino de um oócito enucleado para posterior estimulação 
com um pulso elétrico, o qual promove a fusão das membranas adjacentes. O pulso elétrico não somente induz a 
fusão da célula somática com o oócito enucleado para formar um novo complexo, mas também promove uma 
importante liberação de cálcio intracelular que inicia o processo de ativação (Heyman, 2005).  

Em ruminantes, a reconstrução embrionária é geralmente alcançada por eletrofusão, mas esta etapa pode 
também ser obtida pelo uso de micropipetas por meio da injeção intracitoplasmática da célula intacta ou do 



 Pereira e Freitas. Clonagem em ruminantes: progressos e perspectivas atuais. 
 

Rev Bras Reprod Anim, Belo Horizonte, v.33, n.3, p.118-128, jul./set. 2009. Disponível em www.cbra.org.br 122

núcleo isolado. Após a fusão, os embriões reconstruídos por transferência nuclear são submetidos à ativação 
artificial, a qual deve mimetizar o papel exercido pelos espermatozoides durante a fecundação. Na maioria dos 
mamíferos os oócitos em MII após a ovulação são fecundados. Durante a maturação oocitária, ocorrem uma 
reorganização e redistribuição específicas de organelas citoplasmáticas, e os oócitos obtêm um complemento de 
moléculas sinalizadoras (Miyazaki et al., 1993). O evento característico da ativação oocitária é o início das 
oscilações intracelulares de cálcio, a exocitose de grânulos corticais, o recrutamento de mRNAs, a formação dos 
pró-núcleos e o início da síntese de DNA (Campbell et al., 2005). Similarmente, na reconstrução embrionária, o 
citoplasto deve ser ativado para iniciar o subsequente desenvolvimento. De maneira geral, após a transferência 
de núcleo, a ploidia normal celular é mantida, aguardando a replicação do DNA. O citoplasto receptor que 
apresenta um alto nível de atividade do (MPF) promove o rompimento da membrana nuclear e a condensação 
prematura dos cromossomos. A ativação oocitária induz uma redução da atividade da Fator Promotor da 
Maturação e permite a reconstrução da membrana nuclear. Deste modo, após a replicação do DNA, ocorre a 
divisão celular no embrião, originando o estádio de duas células. 

A ativação consiste na etapa chave do processo de transferência nuclear e pode ser obtida física e/ou 
quimicamente, por métodos que podem ou não estar diretamente ligados aos níveis de cálcio intracelular. Quanto 
aos meios físicos, pode ser citada a injeção de cálcio diretamente no citoplasma, promovendo em seguida 
estímulos elétricos que promoverão a liberação de concentrações intracelulares de cálcio. Os oócitos também 
podem ser ativados quimicamente por meio da utilização de cálcio ionóforo, A23187 (Cibelli et al., 1998), 
ionomicina (Hill et al., 2001), ciclohexamida (Keefer et al., 2002) ou 6-dimetilaminopurina (6-DMAP) (Susko-
Parrish et al., 1994). Em ruminantes, o uso de cálcio ionóforo seguido por um tratamento com inibidores da 
atividade de proteínas quinases, tal como a 6-DMAP ou por inibidores de proteínas quinases dependentes de 
ciclinas por três a seis horas, são os tratamentos mais realizados (Keefer et al., 2002; Sansinena et al., 2003).  

Vários estudos têm sido desenvolvidos visando avaliar o efeito do intervalo entre a fusão e a ativação 
sobre o desenvolvimento embrionário, contudo os resultados são conflitantes. Grupos de pesquisadores têm 
apontado que o contato prolongado entre oócito receptor e núcleo doador pode ser benéfico para os embriões 
reconstruídos (Wells et al., 1999; Kato et al., 2000). Wrenzycki et al. (2001) observaram que o padrão de 
transcrição de blastocistos bovinos é afetado pelo tempo de contato. Adicionalmente, outros fatores influenciam 
na eficiência da ativação artificial, tais como: concentração dos agentes que promovem a ativação química, 
período da estimulação, tratamentos posteriores como a citocalasina B ou D, ciclohexamida e 6-DMAP 
(Campbell et al., 2007). Em ruminantes, diferentes protocolos de ativação mostraram-se eficientes na produção 
de animais clones (Tab. 3). 

 
Tabela 3. Protocolos de ativação artificial para produção de crias em ruminantes pela técnica de transferência 
nuclear.  

Espécie Ativação Pós-fusão Tratamento pós-ativação Referência 
Ionóforo por 4 min 2-4 h 6-DMAP por 3 h Cibelli et al., 1998 
Ionóforo por 4 min  4-6 h 6-DMAP por 4 h Wells et al., 1999 

Bovinos 

20 V/mm por 20 µs -- Ciclohexamida por 5-6 h Kato et al., 2000 
     

1,4-1,8 kV/cm por 80 µs -- Citocalasina B por 2 h Baguisi et al., 1999 
Ionomicina por 1 min 30 min 6-DMAP por 2 h Lan et al., 2006 
    

Caprinos 

Ionóforo por 5 min 2-3 h 6-DMAP por 2,5-4 h Keefer et al., 2002 
     
Ovinos 1,25 kV/cm por 70 µs -- Citocalasina B por 1 h Wilmut et al., 1997 

Fonte: Adaptado de Campbell et al., 2007.  
 
Após a fusão e a ativação, os embriões reconstruídos são cultivados in vitro até o estádio de blastocisto, 

utilizando uma variedade de sistemas de cultivo rotineiramente usados na PIV de embriões, dentre os quais 
podem ser citados sistemas de cocultivo utilizando células primárias do oviduto ou linhagens celulares 
estabelecidas (Thompson, 2000). Em geral, o cultivo in vitro requer uma suplementação de componentes os 
quais podem auxiliar no desenvolvimento, mas que, por um período longo de exposição, podem alterar 
negativamente a qualidade do embrião. Dentre estes componentes podem ser citados: soro fetal bovino, soro de 
cabra/ovelha em estro, albumina sérica bovina (BSA), fatores de crescimentos e vitaminas, entre outros (Keefer 
et al., 2001; Tibary et al., 2005). 

Salamone et al. (2003), trabalhando com transferência nuclear na espécie bovina, verificaram que 
embriões cultivados em SOF na ausência de cocultivo, porém numa atmosfera de três gases (5% de O2, 5% de 
CO2, 90% de N2), apresentaram melhores taxas de clivagem e formação de blastocistos quando comparados 
àqueles tratados em sistemas de cocultivo. Adicionalmente, estudos realizados por Chesné et al. (2003) sugerem 
que as condições ótimas para o cultivo de embriões bovinos e caprinos consistem em meio B2-INRA-Menezo 
cocultivado com células do oviduto ou células Vero.  
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Transferência de embrião reconstruído e fertilidade das receptoras  
 
Em ruminantes, os procedimentos de transferência de embriões podem ser cirúrgicos, semicirúrgicos ou 

não cirúrgicos. O método cirúrgico ou laparotomia consiste em exteriorizar o corno uterino e depositar os 
embriões próximos à junção úterotubárica (Baguisi et al., 1999; Keefer et al., 2001). Embriões caprinos 
cultivados por 35 h até o estádio de quatro células são transferidos cirurgicamente para o interior do oviduto com 
uma média de cinco embriões por receptora (Chesné et al., 2003). O método semicirúrgico ou semi-
laparoscópico é usualmente realizado em caprinos e ovinos (Chesné et al., 2003; Baril, 2006). Em geral, a 
técnica consiste em associar a laparoscopia a uma pequena incisão sem a necessidade de expor o animal a uma 
anestesia geral. Finalmente, o método não cirúrgico, frequentemente realizado em bovinos, consiste em inserir, 
por via transcervical, embriões no corno uterino ipsilateral ao ovário, apresentando pelo menos um corpo lúteo 
(Cibelli et al., 1998; Chavatte-Palmer et al., 2002).  

A taxa de fertilidade de receptoras sincronizadas é variável entre diferentes espécies de ruminantes, bem 
como entre os grupos de pesquisas. Em bovinos, Cibelli et al. (1998) verificaram que, de um total de 28 
embriões transferidos para 11 receptoras, apenas quatro bezerros foram produzidos. Já em lhamas, Sansinena et 
al. (2003) não observaram nenhum nascimento de 11 embriões transferidos. Keefer et al. (2002), avaliando a 
eficiência da transferência nuclear em caprinos utilizando fibroblastos fetais e células da granulosa como 
doadoras de núcleo, de 145 embriões transferidos obtiveram nove animais clones nascidos. 

Heyman et al. (2002) avaliaram a evolução da gestação em diferentes grupos de receptoras bovinas que 
receberam embriões derivados de PIV e transferência nuclear por meio de células embrionárias, fetais e adultas. 
Estes autores verificaram que as taxas de gestações iniciais foram similares nos diferentes grupos quando 
avaliaram as concentrações de progesterona plasmáticas no dia 21. Contudo, a frequência de perdas fetais antes 
dos dois meses foi duas vezes maior nos grupos de receptoras que receberam embriões derivados de células 
somáticas fetais e adultas, quando comparado às receptoras que receberam embriões derivados de transferência 
nuclear de células embrionárias e de FIV (Fig. 2). 

 

 
Figura 2. Evolução da gestação em receptoras bovinas após transferência de embriões produzidos in vitro (G I), 
oriundos de células embrionárias (G II), células somáticas fetais (G III) ou células somáticas adultas (G IV). 
Fonte: Adaptado de Heyman et al., 2002. 
 

Patologias associadas à técnica de TN 
 

Uma das principais contradições dos sistemas de cultivo in vitro é que seu aprimoramento é geralmente 
avaliado sobre o percentual de embriões desenvolvidos até o estádio de blastocistos. No entanto, isto não 
necessariamente é o melhor indicador da qualidade embrionária, em especial em embriões clones que tendem a 
apresentar reduzidas taxas de prenhez e significativas taxas de aborto. Estas últimas têm sido descritas em ovinos 
(De Sousa et al., 2001), lhamas (Sansinena et al., 2003), mas não em caprinos (Baguisi et al., 1999; Keefer et al., 
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2002). Contudo, essa baixa taxa de abortos pode estar relacionada ao pequeno número de caprinos clonados ou 
ao período mínimo de cultivo no qual os embriões reconstruídos são transferidos no estádio de duas a quatro 
células (Freitas et al., 2007b). 

Deste modo, diversas anomalias têm sido constatadas durante a gestação e após o nascimento de 
animais produzidos pela técnica de transferência nuclear. A baixa eficiência e o desenvolvimento anormal de 
animais são principalmente em virtude da reprogramação incompleta e da expressão gênica anormal. Dentre as 
principais anomalias, verificam-se: cardiopatias, placentação anormal, hidroalantoide, deficiência imunológica, 
disfunção renal, alterações no metabolismo energético e hipertensão pulmonar (Young et al., 1998; Heyman, 
2005; Campbell et al., 2007).  

Em bovinos, perdas peri-implantacionais são importantes e a proporção de perdas de prenhezes neste 
período pode ser estimada em 50% (Cibelli et al., 1998; Wells et al., 1997). Essas perdas precoces são 
frequentemente associadas com deficiências funcionais que ocorrem no início da placentação, caracterizada por 
vascularização anormal de tecidos embrionários e redução no número de placentomas (Heyman, 2005). 

A hidroalantoide, a qual é caracterizada pela presença de acúmulo de fluido no alantoide, promove o 
aumento dos placentomas e do tamanho fetal. Estudos iniciais indicam que, após a transferência nuclear, 27% 
das gestações após 120 dias desenvolvem hidroalantoide (Oback e Wells, 2003). Tal valor é muito elevado 
quando comparado em programas de monta ou inseminação artificial (0,02 a 0,6 %; Thibault, 2003).  

O elevado peso ao nascimento de crias obtidas pela transferência nuclear caracteriza a síndrome da cria 
gigante ou LOS (Large Offspring Syndrome), a qual foi bem detalhada por Young et al. (1998). Esta síndrome 
foi inicialmente descrita por Willadsen et al. (1991) em bezerros derivados da transferência nuclear. Quanto às 
características fenotípicas que identificam esta síndrome, têm-se: aumento do tamanho fetal, aumento da 
miogênese fetal e disfunção da atividade pulmonar. Além disso, são verificadas anomalias no desenvolvimento 
da placenta e redução das taxas de gestação (Young et al., 1998). 

Posteriormente, a ocorrência da síndrome da cria gigante foi relatada em embriões produzidos por PIV 
(Sinclair et al., 2000) e embriões obtidos por transferência nuclear de células somáticas (Hill et al., 2001, Kato et 
al., 2000). Heyman et al. (2002) verificaram que 13,3% de bezerros clones são afetados por esta síndrome, a qual 
pode estar relacionada a alterações nos padrões epigenéticos associados com a cromatina embrionária durante a 
pré-implantação (Reik e Walter, 2001; Reik et al., 2003), resultando em alterações na expressão de genes 
iniciadores e não iniciadores perturbados pelo uso destas biotécnicas (Wrenzycki et al., 1998; Rizos et al., 2003). 
 

Desenvolvimento das crias nascidas 
 

Em geral, a ocorrência da mortalidade pós-natal é observada da 1ª semana ao 4° mês de vida do animal. 
Nesse período uma grande variedade de problemas tem sido relatada em clones, incluindo infecções, tais como 
inflamações do rúmen e abomaso (Wells et al., 1998), coccidiose e infecções após traumas (Heyman et al., 
2002). A proporção de bezerros clones nascidos que são viáveis ao desenvolvimento normal até a fase adulta é 
limitada aos 50-70%, de acordo com vários grupos de pesquisas. Chavatte-Palmer et al. (2002) verificaram que, 
de 59 bezerros clones nascidos, 62% destes desenvolveram-se normalmente até a fase adulta.  

As características reprodutivas de novilhas clonadas de células somáticas adultas foram avaliadas 
quanto à puberdade, dinâmica folicular e perfil hormonal, não sendo observada nenhuma alteração quando da 
comparação com o grupo controle de animais não clonados (Enright et al., 2002). Lanza et al. (2001) 
demonstraram que novilhas clonadas são férteis, quer seja usando a monta natural ou inseminação artificial. 
Usando a técnica de inseminação artificial, estes autores obtiveram uma taxa de concepção de 83% após a 
primeira inseminação. Adicionalmente, clones bovinos foram avaliados quanto à libido e à produção quali-
quantitativa de sêmen, não sendo verificado nenhum efeito negativo sobre tais parâmetros (Heyman et al., 2004). 
 

Enucleação manual (Handmade cloning) 
 

Desde seus estudos iniciais, a transferência nuclear não sofreu grandes transformações, contudo 
modificações visando simplificar os protocolos experimentais, a redução de custos, bem como a melhoria da 
sobrevivência das crias nascidas vêm sendo adotadas por diferentes grupos de pesquisa. Neste sentido, vários 
laboratórios vêm adotando a técnica de enucleação manual ou handmade cloning (HMC), verificando-se a 
produção de embriões clones sem a necessidade do uso de micromanipuladores (Vajta et al., 2003). Dentre as 
vantagens da técnica de enucleação manual quando comparada à técnica clássica, destacam-se: a) o baixo custo, 
uma vez que não necessita de micromanipuladores para nenhuma fase da transferência nuclear, b) a 
simplicidade, a rapidez e a facilidade na execução do procedimento. 

O princípio básico da técnica consiste em promover a digestão da zona pelúcida de oócitos maturados, 
para, em seguida, com o auxílio de microlâminas, realizar-se a enucleação manual. As interações citoplastos e 
núcleos doadores ocorrem pela exposição de tais componentes celulares à fitohemaglutinina (Vajta, 2007). A 
aplicabilidade deste método já pode ser verificada em diferentes espécies pela produção de embriões clones, tais 
como a bovina (Vajta et al., 2003) e ovina (Peura, 2003).  
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Estudos têm verificado que as características qualitativas de embriões bovinos obtidos por meio da 
técnica de enucleação manual são similares àquelas de embriões produzidos com micromanipulação. Tecirlioglu 
et al. (2005), comparando a técnica de enucleação manual com a micromanipulação convencional para a 
produção de clones bovinos, verificaram que tais técnicas apresentam eficiências semelhantes, quanto aos 
parâmetros de taxa de prenhez, nascimento e sobrevivência das crias. Bhojwani et al. (2005), trabalhando com 
oócitos bovinos enucleados pela técnica de enucleação manual, verificaram uma taxa de clivagem de 65% e o 
nascimento de um animal clone. 
 

Considerações finais 
 

Assim, de acordo com o exposto, pode ser verificado que a transferência nuclear de células somáticas 
em diferentes espécies de ruminantes tem gerado um forte interesse dos setores científicos e produtivos. 
Contudo, a eficiência da técnica ainda é baixa devido a inúmeros fatores. Desta maneira, pesquisas ainda 
necessitam ser realizadas objetivando compreender os diversos eventos envolvidos e integrar alternativas que 
visem simplificar os protocolos experimentais e reduzir os custos relacionados à técnica. Nesta temática, a 
enucleação manual apresenta-se como uma ferramenta promissora para a obtenção de tais objetivos. 
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